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論文内容要旨
序論
 両棲類の膀胱膜上皮は哺乳動物腎臓の遠位尿細管,集合管に類似した機能,すなわち,著るし
 い濃度勾配に逆う経上皮的なNaの能動輸送,・ADHの調節をうける水並びに尿素の受動輸送等が
 みられ,体液量,体液浸透圧調節系の効果器としての役割を演じている。この内,Na能動輸送の細
 胞機序については,粘膜側細胞膜を下り坂輸送されて細胞内に入ったNaが漿膜側細胞膜のNa一.
 K交換ポンプにより間質液へとくみ出されているものと一般には解釈されている。この一連の過
 程で律速段階となっているのは粘膜側過程で,ADH,アルドステロンは共にこの部のNa透過性
 に調節的に働いていると考えられている。しかも,粘膜側溶液中のNa濃度が1σ4～1σ『5M程度
 の微量であっても漿膜側への正味のフラックスがあること,細胞へのNaとりこみ量と粘膜側溶液
 中のNa濃度との間に飽和する関係がみられること,などが知られており,粘膜側細胞膜での輸送
 機序が単純な受動過程であることは考え難く,特殊な機序の存在が推定されている。しかしその
 詳細については未だ明らかでない。本研究はこの粘膜側のNa輸送機序を解明する上で重要と思わ
 れる輸送系のイオン選択性,特異性に関する情報を,電気生理学的方法で得ることを目的としている。
実験方法
 冬眠中のガマから膀胱を摘出し,容積が夫々1.0及び2.2諺の2つのプラスチックチャンバー
 の間に狭み,漿膜,粘膜側を別々に潅流、粘膜側の潅流速度は0、2認玲ecとした。偏流装置
 は膜にかかる静止圧差を自動的に零に保ち,槍弱な組織の損傷を防ぐように工夫した。上皮電位
 の測定には3MKGl寒天ブリッヂーカロメル電極を用い,上皮抵抗の測定は矩形波電流(1sec巾,
 1～6μa)をAg-AgGl電極で流し、電圧降下より算定した。潅流液としてNaリンゲルの外,Na
 を各種一価アルカリ陽イオン及びTrisで置換した液を使用。アルカリ陽イオンの任意の濃度〔M〕篇
 を含む試験液は各置換液をTrisリンゲルと混合して得られた。漿膜側は常にNaリンゲルとし,
 粘膜側は多くの場合Trisリンゲルで灌流したが,Trisを各試験液に変えたとき起る電位と電導
 度変化(△PD,△g)を測定することとし粘膜側のイオン透過性を検べた。利尿剤アミロライドの
 影響を検べる場合には粘膜側に1σ'9～3×1σ'4Mの範囲で加えた。
実験結果
 ①粘膜側Trisllンゲルでの上皮電位(PD)は一14士5mV(粘膜側を基準とした)であっ
 た。このTris液をNa又はLi試験液に変えると急速なPDの変化がみられ,△PDとlog1。〔Na〕
 惚の関係を調べると△PD/loglo〔Na〕悌はNa4㎜M付近で最大となり51士2.4那Vであった。Na
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 濃度が8那Mを起えるとその勾配は次第に減少した。Liもほぼ同様であったが,Rb,,K,Gs等
 の低濃度では△PDは殆んど発生せず,110初Mで高々20鷹V程度であった。これら上皮電位
 の変化がGoldman-Hodgikin-Katz式に適合するか否か検討した結果,Na,Liでは0～8勉M
 の間で,.その他のイオンでは0～110ηMの全領域で式を満し,Trisを基準とする透過係数比
 を計算できた。その結果Na,275>L,195》Rb,2.12>Gs,1.52であった。また△gの測
 定でも同様の選択性序列が得られた。②粘膜側Trisリンゲルに加えた1σ4Mアミロラィド
 はPD,9のいずれをも変化させなかった。80πMアルカリ陽イオン試験液の置換による△PD,
 △gの内でNa,Liによるものは著明に1r4Mアミ白ライドで抑制され(△PD,△gな夫々の対照の42
 %,5.3%に減少),一方他のイオンによる△PD,△gに対しては有意の効果はなかった。用量
 反応曲線よりこのNaとしiに対するアミロライド作用は10「4Mで最大であった。この1σ4Mでの
 透過係数比はRb,2.35>K,1.94〉Cs,1.61>Na,L44>Li,1.33であった。③漿膜
 側Naリンゲル中のK(27πM)を除いて1.5時間後,アミロライドのときと全く同程度のNaとしi
 による△PD,△gの抑制がみられた。K-freeによる抑制後アミロラドの効果を調べたが無効で
 あった。④Tris80寵Mを同濃度のK,Rb、Gsと置換し,残ったTri§の内20彿MをNaと
 置換することによって生ずる△PD,△gと,Tris丈の溶液で同じNaの置換を行ったときの△PD,
 △gを比較すると前者の方が著明に小さく,後者を対照とする△gの抑制率はK,51%>Rb,
 43%>Cs,25%であった。これら陽イオンによる抑制効果はNa濃度をあげると著明に減少す
 る傾向がみられた。
 考察並びに結論
 粘膜側を均一な膜とみなした際の各種陽イオン透過性はNaとしiに圧倒的に高く,PNa/PRb
 は130であった。この値は従来Danie!等によって得られた値よりも25倍大きい。このこと
 は水圧差による組織の損傷を防いだこと,膜表面を充分洗い,非撹拌層の影響を減じたこと,又
 Naの置換イオンとして抑制効果をもつK等の使用を避け,Trisを基準イオンとして使用したこ
 となどによると思われる。アミロライドが粘膜側のNaとりこみ量を著明に抑制することはすでに
 知られている。アミロライドとK-freeが示すNa,Liの透過抑制効果はK,Rb,Gs等とNa,Li
 の膜透過,及びこれと基ずく△PDと△gの発生が夫々の膜内通路に由来していることを強く示唆
 している。すなわち粘膜側細胞膜にはK,Rb,Gsには不透過の特異的なNaチャンネル(Liには透
 過的)が存在すると考えられる。K-freeの効果が粘膜側に及ぶ機序としては漿膜側のNa-K交
 換ポンプの停止に伴う細胞内イオン組成の何らかの変化を介すると推測される。K,Rb,Csの何
 れかが粘膜側に存在するとNaによる△gが著明に抑制される現象は一種の拮抗抑制と考えられる。
 それはKとNaが別通路を通るとの考えに一見矛盾する様に思われるが,K,Rb,Gsのみかけの透
 過性の序列はこれらのイオンによる抑制効果の序列と異る。Naチャンネルを通過はできないが恐
 らく最表面の構造にaffinityを有し,そこでNaと拮抗するのであろう。
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 審査結果の要旨
 ガマ膀胱膜上皮は,哺乳動物遠位尿細管,集合管,その他Na+液より甚だしい濃度勾配に逆っ
 てN才を体液側に向けて能動的に輸送する各種上皮のモデル生体膜として生理学研究に屡々用い
 られて来ているものである。その膜でのNa+の経上皮的輸送の第1段の過程である粘膜側の膜で
 のNa+の細胞内へのとり込み過程は単純な物理的過程とも,担体性能動輸送過程とも判定し難い
 ものであり,その本態は尚不明である。本研究はその粘膜側過程を明らかにする目的で,粘膜側
 メジウムのイオン組成を変えた際の上皮電位の変化(拡散電位)並びに膜の電気的コンダクタン
 スの変化から,イオン透過性の特異性を詳細に観察したものである。
 粘膜側液中のイオン組成変化に伴う拡散電位の記録の精度を高めるため,著者は特別に急速か
 つ完全な液置換可能なチャンバーを考案し,その考案によって従来考えられていたより遥かに
 Na+,Ll+に対して特異的な選択性を示すイオン透過機構が存在することをまず明らかにしてい
 る。Goldman-HodgkirKatzの膜電位式を用いて定量的にPNa/PKを求めると,152
 と云う値が得られ,これは従来の報告値の30倍に相当する。
 Na+透過を抑制する作用を有する利尿剤アミロライドの作用下でイオン透過性を上記の方法
 により詳細に観察した結果,この薬物は全く選択的にNa+,Li+の膜透過のみを抑制し,Rb,K,
 Csに対しては何等影響しないものであることを明らかにした。このことからNa+(Li+)の透
 過路は独立した特別な,かつNa+,Li+にのみ特別に高い選択性をもつものであることを示唆し
 ている。
 この特別なNa+透過路(チャネル)も,しかし同時に粘膜側液中にK,Rb,Os等が高濃度に
 共存すると影響を受け,Na+の透過が抑制される。しかしこのチャネルを通ってNa+,Li+以
 外の1価陽イオンが通る認拠は得られない。このことからNa+チャネルの入口に近い部分には比
 較的選択性の低い陽イオン結合部が存在することを示している。
 以上の実験結果は,従来明らかでなかった粘膜側膜でのNa+の膜透過に,特別な選択性4)極
 めて高い透過機序が働いていることを明らかにしており,また一部そのチャネルの内部構造に関
 する性質を明らかにしている。このことは生体の重要な機能の1つであるNa+の能動輸送の生理
 学の発展の上から極めて重要な知見であると思われる。
 以上の点から本研究は充分学位論文として価値あるものと審査した。
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